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Abstract: The purpose of this study was to better the sequence of cytokine mRN A 
expression during the infectious course of Mycobacterium intracellulare， belonging to 
Mycobacterium avium complex (MAC)， in MAC-resistant A/] mice and MAC-susceptible 
C 57 BL/6 mice. Cytokine mRNA expression was detected by polymerase chain reaction-
assisted amplification of RNA extracted from the spleen cells of individual mice euthanized 
on days 0 to 40 of infection 
By using this method， mRNAs for IL-2， IL-3， IL-5， IFNαand IFNβwere not detected 
in RN A from the spleen cells of infected mice of both strains over the infection period. 
Expression of mRNAs for IL-l， IL-6， TNF一αandIFN一γremainedsimilar in intensity and 
timing between both mouse strains during infection. The mRNA for IL-4 was expressed in 
RNA from C 57 BL/6 spleen cells after day 9， at the time when the number of viable M. 
intracellulare began increasing in the spleen of C 57 BL/6 mice， while IL-4 mRNA was not 
induced in A/] spleen cells throughout the infectious course. Moreover， mRNA for IL-I0 
was expressed in C 57 BL/6 mice at higher levels than that in A/] mice after day 6 of 
infection. Recombinant IL-4 and IL-I0 affected anti-MAC activity of spleen cells fro11l 
MAC-infected A/] mice in vitro， and also recombinant IL-4 suppressed the 仇 vitro
production of IFNγby infected A/] spleen cells upon stimulation with M. intracellulare 
extract. 
These results suggest that the induction of inhibitory cytokines， including IL-4 and IL-I0， 
after MAC infection results in deterioration of mouse innate resistance to MAC infection. 
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抗性の違いによって BCG感受性(BcgS)ニ MAC 感受
性(C57 BL /6， BALB / C， B 10. A)とBCG 抵抗性






















1. "7(ウス:SLC社(浜松，静岡〉から購入した A/J，C 
57 BL/6(ともに 6-8週令，雌〉を 1週間クリーンな環境
で飼育したものを使用した.
2.菌株:Mycobacterium intracellulare 31 F 0 93 T株
〔京都大学胸部結核研究所の久世教授から分与頂いた〉を
MACとして用いた.Middlebrook-7 H 9-broth(DIFCO 
社， Detroit， Mich.， USA)で 3TC，14日間振渥培養，
遠心集菌し十分に洗浄し，セノレ・パンカー液(日本全薬工










砕液を 12000X g， 20分間， 4'Cで遠心して得た上清を
WCLとした.タンパク質濃度が 200μg/mlとなるよう
PBS(-)で希釈後， -20'Cで保存した.
4.細菌感染および牌内菌数の測定:31 F 0 93 T株1.
5X10'cfu/mlの0.2ml(3 X WCFU)を両系マウス尾静
脈内に静注感染させた.感染後 1日， 3日， 6日， 9日，








5.牌細胞の培養 MAC感染後 20日の A/Jマウスか
ら牌臓を無菌的に取り出し，常温にて singlecel suspen. 
sionを作成した後， osmotic shockによって赤血球を溶
血させ，残りの牌細胞を 2.5X 106イ固/mlとなるように
Alpha -MEM (Flow Laboratories社， Mclean， Va.， 
USA)10 mM  HEPES， 0.07 % NaHC03， 0.5 mM 2 
mercapto巴thanol，50μg/ml penicilline-G， 50μg/ml 
str巴ptomycine，10 % h巴at-inactivat巴d f巴tal bovine 
serum(ICN Biom巴dicals社， Costa M巴sa，CA， USA) 
含有〉に浮遊させた.この細胞浮遊液 100μlづつを 96穴
平底カノレチャープレイト (Corning社， New York)に
WCLを最終濃度 10μg/mlになるように添加し， murO 























































Days after infection(day] 
Fig. 1. Growth of M. intracellulare 31F093T in the 
spl巴enof A/J(O) and C57BL/6 (.) mice 
aft巴ran intravenous injection (3 x 107 CFU 
per mouse). Data are巴xpressedas m巴an




Fig. 2. Changes in the spleen weight of infection A 
/J (0) and C57BL/6 (・)mice after in 
intravenous injection with 3 x 107 CFU of 
M目 intracellulare31F093T. Data are ex. 
press巴das th巴 mean土SD(n=5) 









































50 ng / mlのrecombinant murin巴 IL-10(rmIL -10) 
(Genzyme社〉を培養系に添加して 5日間培養した.
7.牌細胞の MAC殺菌能の測定牌細胞の培養終了
後， カノレチャー・プレート 1穴あたり 0.05% Triton-X 
を含有する生理食塩水 100μlを加え細胞を溶解させた
後，溶解液の一定量を， Middlebrook-7 H 10寒天平板上
にプレーティングし 3TC;14日間培養後 CFU数を測定
しk..
8. RT-PCR法による mRMAの増幅 マウス牌より
AGPC法(acid guanidiumthiocynate-ph巴nol-chloro
form-RNA extraction method)15)で、 RNAを抽出し 65
'C，5分間加熱後急冷した.RNAO.8μgを逆転写酵素反
応緩衡液(50mM  Tris-HCl pH 8.3， 75 mM  KCI， 
3 mM MgCl" 10 mM  dithiothreitor，各 200μg/ml
のdATP・dGTp.dCTP・dTTP，1μM oligo(dT)16 
Primer， 20単位 RNasin (Ribo-nucleas巴 inhibitor)と，
100単位 MoMuLV RNase H -reverse tran 
scriptase(Life Technology社， Gaithersburg， 
MD， USA)と混合し 43'c 90分間反応させることによ
りcDNAを合成した. 5μlの cDNAをPCR反応緩衡
液(50mM  KC 1， 10 mM  Tris HCL ph 8.8， 1.5 
mM  MgCl2， 0.1 % Triton-X，各 200μMのdATp.
dGTP・dCTp.dTTP， 200 nM Prim巴r，1単位 Taq 
polym巴rase(Toyobo社，大阪〉に混合し， ミネラノレオイ
ノレを重層した.QUICKTHERMO PERSONAl(Nippn 
Genetic自社，東京〉で 94'C，1分(denaturation); 60 




は， 123 bp DNA Ladder(Lifetechnology社〕を用い
た.
9. Primers・IL-1，IL-2， IL-3， IL-4， IL-5， IL-6， 





Fig. 3. Scoring of PCR products by th巴 int巴nsity
of visualized bands after巴lectrophoresis
RNA samples wer巴 10-folddiluted and 
transcribed into cDNA by reverse tran司
scriptase. cDNA was subj巴ct巴dto 35 
cycl巴sof PCR with βactin primers. The 
reaction products were visualized by 
electrophoresis and were scored by the 




















Fig. 4. PCR-assist巴damplification of cytokine and βactin mRNAs 
from spl巴巴nc巴lsof repr巴sentativeindividual mic巴. RNA 
samplesw巴r巴extractedfrom the spl巴巴ns9 and 20 days aft巴ran 
intravenous infection with 3 x 107 CFU of Iよ intracellulare31 
F093T. RNA samples prepared before infection (day 0) serv巴d
as a control 
トベ
マウス Mycobacteriumintγacellulare 感染におけるサイトカイン産生動態と抵抗性 (481) 
/10， 1/100， 1/1000量の total RNAを用い上記の方法
にしたがって， RT-PCRを行なった.
11. RNA濃度の測定 :RNA濃度の測定にはGen巴
Quant I (Pharmacia Biotech社， Cambridge， Eng 
land)を用いた.
12. A/Jマウス牌細胞の培養上清の IFNγ濃度の測
定 :MAC感染 20日の A/Jマウス牌細胞(5x 10'/穴〉を
仁二 57B工_/6
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Lane 4 Lane 3 Lane 2 Lan巴1









回観察を終了した 40日目には 3.0土1.3x lQ7CFUに達




2. MAC感染マウスの牌重量の経時的変化:C 57 BL/ 




Fig. 5. Kinetics of巴xpressionof cytokine mRNA in the spl巴nof A/ 
J and C57BL/6 mice infected with M. intracellulare 31F093T. 
At the indicat巴dtimes， five mice wer巴kil巴dand th巴irspleens 
were remov巴d. Total RNA was extracted from the spleen 
cells and transcribed into cDNA by rev巴rsetranscriptase 
cDNA was subjected to 35 cycl巴sof PCR with th巴indicat巴d
prim巴rs. Th巴 reactionproducts were visualised by electro-
phoresis and were scored by the intensity of bands as described 
in the footnote of Figur巴 3. These semiquantitative scores 
were used only for comparing the amounts of products from 
samples obtained with the same prim巴r
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6の牌重量は感染後9日から 14日にかけて急速に増加 3， IL-5， IFN-a， IFN-β は全期聞を通じてどちらのマ
し， 14日から 20日に急速に減少，その後40日まで重量 ウスにおいても検出されなかった.また IL-1，IFN一γ，
変化は認められなかった. MAC感染前の牌重量は雨系 TNF-aは両系のマウスでともに感染初期(3日目〉から
のマウスで等しいが，感染後の A/Iの牌重量は全期聞を 発現し， 9日-20日にぜ-17に達したが，両系のマウス
通じて C57 BL/6よりも小さく C57 BL/6のような急 の聞に量的な差を見いだすことはできなかった. IL-6 
激な変化は示さなかった(Fig.2). mRNAは両系のマウスで共に感染9日後に弱く発現し
3. サ γ プノレ RNA濃度を段階希釈した場合の β一 たが量的な差は見られなかった.しかし両系マウスの問
action cDNA発現量の変化:RT-PCR解 析 し た で牌内菌数の差が出始める頃(9日 14日〉に， IL-4がC
total RNA量が 0.8μgの場合〔レーン1)とその 1/10， 57 BL/6で発現するのに対して A/Jでは全期聞を通じ
1/100， 1/1000量(それぞれ，レーン 2，3， 4)における て発現しなかった.さらに， IL-10はC57 BL/6では6日
cDNA発現量をアガロース電気泳動におけるパンドの 目から発現し A/Iでは9日目から発現した.また IL-10
濃さから半定量的にスコアー化した(Fig.3).バンドの は9-20日の間， A/Jにくらべて， C 57 BL/6において量
強さを肉眼的に見て最も強いものから順に〔十3)レーン 的により多く発現した.
1 ; (十2)レーン 2;(+)レーン 3; (土〉レーン 4の4段 5. A/Iヤウス牌細胞の MAC殺菌能に対する IL-4，IL 
階に区分した.以後の実験では，各種サイトカイン ー10の影響 :MAC感染後初日目の A/Jマウスの牌細
mRNAの発現量を各々のバンドの強さによってこの 4 胞(2.5X 105/穴〉を WCLの共存下に5日間培養後の培
段階の区分に従って記載した. 養系における生菌数を比較した(Fig.6).培養開始前の
4. MAC感染マウス牌臓内の各種サイトカイン m 菌数は 350土35CFU/穴であった.培養5日目の菌数は
RNA発現の RT-PCR法による検出:今回調べたサイ IL-4， IL-10非添加の場合は8士1CFU/穴， 50 ng/mlの
トカイン mRNAはIL-1，IL-2， IL-3， IL-4， IL-5， IL IL-4添加時は 1170士72CFU/穴， 50 ng/mlのIL-10添
-6， IL-10， IFN-a， IFNβ， IFN-y， TNF-aであ 加時は459土94CFU/穴であった.IL-4， IL-10それぞれ
る.両系マウス牌臓の Day0， Day 9， Day 20における 10-100 ng/mlの濃度で添加した培養液中における 31
mRNA発現を比較した(Fig.4). また半定量的スコア FO 93株の増殖率は非添加時と差異を認めなかった.


















工コ a Y 0 工コ ay  5 
Fig. 6. Effect of treatment with rmIL-4 or rmIL 
-10 on the intracellular killing ability of 















工コ ay  0 工コ a Y 5 
Fig. 7. Effect of treatment with rmIL-4 or rmIL 
10 on the intrac巴llularkilling ability of 























ことが知られている. Th-lは主として IFNγ，TNF 
α， TNF一β，IL-2， GM-CSFを産生し， Th-2はIL-3，















いる 18) 今回の実験では， Th-2サイトカインである IL-
4， IL-IOのmRNA発現について，両系マウス(C57 BL 
/6， A/J)で MAC感染後の牌内菌数に差が出始める頃
に，その量と発現時期に差がみられた.IL-IOmRNAは




Fig. 8. Effect of rmIL-4 on the production of IFN 
y by A/J sple巴ncel1s. Spleen cel1s were 
prepar巴dfrom A/J mice 20 days pr巴viously
infected with 3 x 107 CFU of M. intracel 
lulare 31F093T， and the c巴l1swer巴cultur巴d
with M. intracellulare巴xtractand the in四



































7. A/Jマウス培養牌細胞の IFNγ 産生能に対する
IL-4の影響 :MAC感染 A/Jマウス牌細胞の培養上清
中における IFNγ濃度を ELISA法で調べた(Fig.8). 
IL-4非添加時には7.3:!:0. 27 ng/mlで， 5ng/mlのIL-
4添加時には 3.86土0.8ng/mlのIL-4添加時は 3.93土












この IL-4，IL-10 mRN Aの発現の差と両系マウスの























報告されている 19) マウスの結核菌感染においても IL-4
がIL-2レセプタ一発現の抑制を介して T細胞の増殖を
抑制することもあきらかにされている叫21). 今回の実験
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